PCT/FR00/01791 



TRAITL je COOPERATION EN MATL £DE brevets 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D" ELECTION 

(r6gle61.2du PCT) 


Destinataire: 

Commissioner 

US Department of Commerce 

1 InitoH ^tatoc Patpnt anH TraHprtiflrk 
UIIILcU Ola ico raiCiiL auu i i auci i lai rs. 

Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 
18avril2001 (18.04.01) 




Demande Internationale no 
PCT/FR00/01791 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
341022/18290 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
27 juin2000 (27.06.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
28juin 1999 (28.06.99) 


Deposant 

RONSIN, Christophe etc 



1 . L'office designe est avise de son election qui a ete faite: 

I Xl dans la demande d'examen preliminaire international presentee a I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

23 janvier 2001 (23.01.01) 



| dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. {.'election Q<] a ete faite 

|" | n'a pas ete faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise 




34. chemin des Colombettes 


R. Forax 


121 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41 -22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 



FR0001791 



Copie a Tintention de Toffice designeaDO/US) PCT/FR00/01 791 

TRAI i - DE COOPERATION EN MA'l .cRE DE BREVETS 



PCT 



NOTIFICATION DE UENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(rfegle 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 

15 mars 2001 (15.03.01) 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
341022/18290 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



Destinataire: 



MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20 rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 
FRANCE 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Demande Internationale no 
PCT/FR00/01791 



Date du depot international (jour/mois/annee) 
27 juin 2000 (27.06.00) 



Nom et adresse 


Nationality (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


MARTIN, Jean-Jacques ! 






Cabinet Regimbeau 


no de telephone 




26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 


01 45 00 92 02 




FRANCE 


no de telecopieur 






01 45 00 46 12 






no de teleimprimeur 



| | le deposant 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

le mandataire | | le representant commun 



□ 



I'inventeur 



2. Le Bureau international notifie au dSposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce q ui concerne: 
j~| la personne Q le nom X I'adresse Q la nationals Q le domicile 



Nom et adresse 


Nationality (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


MARTIN, Jean-Jacques 






Cabinet Regimbeau 
20 rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 


no de telephone 
01 44 29 35 00 


FRANCE 


no de telecopieur 
01 44 29 35 99 






no de teleimprimeur 



3. Observations complementaires, le cas echeant: 



4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 

|~X| a I'office recepteur [x\ aux offices designes concernes 
| [ a I'administration chargee de la recherche internationale aux offices etus concernes 

| [ a I'administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise: 

Ellen Moyse 

no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 



003900432 



• cv 



'ATENT COOPERATION TREA 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



'AljAL 

.Met 0 ) 



RECEIVED 

SEP 3 0 2002 



TECH CENTER 1600/2 900 



Applicant's or agent's file reference 
341022/18290 


ciidtufd A/—rinivi ^ ee Notification of Transmittal of International 
FURTHER ACTION p re | iminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 


International 11 ling date {daymontlvyear) 


Priority date {day/ month/year) 


PCT/FR00/01791 


27 June 2000 (27.06.00) 


28 June 1999 (28.06.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C07K 7/06 






Applicant 


INSTITUT GUSTAVE ROUSSY 





I. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
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1 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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INTERNATIONAL PREL 



ARY EXAMINATION REPORT 



tional application No. 

PCT/FR00/01791 



I. Basis of the report 



I . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



[^J the international application as originally filed. 
P~J the description, pages 1-32 



□ 



the claims. 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



1-5.13-36 



6-12 



. as originally filed. 

. as amended under Article 19. 

. filed with the demand. 

. filed with the letter of 

. filed with the letter of 



10 August 2001 (10.08.2001) 



j ] the drawings. 



sheets/ fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1 / 1 0- 1 0/ 1 0 



, as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

I 1 the claims. Nos. 

the drawings. sheets/fig ' 



2 I H This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I 1 to g G b e y 0nc | the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step < 
citations and explanations supporting such statement 


>r industrial applicability; 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-8, 11-31 



9-10, 32-36 



1-8, 17, 24-30 



9-16, 18-23, 31-36 



1-36 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

The following documents are referred to: 



Dl 



D2 : 



D3 



DATABASE GENEMBL [on-line] 28 April 1997 (1997-04- 
28) SCHWER ET AL . : "H. sapiens mRNA for putative 
carboxylesterase", XP002135540, cited in the 
application; and SCHWER ET AL . : "Molecular cloning 
and characterization of a novel putative 
carboxylesterase, present in human intestine and 
liver", BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, Vol. 233, N* 1, 1997, pages 117- 
120, XP000891817 

DATABASE GENEMBL [on-line] 25 November 1997 (1997- 
11-25) SONE T . : "Homo sapiens mRNA for 
carboxylesterase, complete cds", XP002135542 
WO-A-97/29183 (US HEALTH; HWU PATRICK (US); REEVES 
MARK (US); ROSENBERG STEVEN A) 14 August 1997 
(1997-08-14) . 



1. The wording of the claims concerning DNA fragments is 
such that the subject matter of these claims includes 
the sequence coding for human intestinal 
carboxylesterase. Consequently, documents Dl and D2 
deprive Claims 9 and 10 of novelty (PCT Article 33(2)). 
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2. The peptide compounds of Claims 1-3, 5, 7 and 8 include 
sequences which are not defined. They may therefore 
include any epitope known from prior art. Thus, all 
antibodies known from prior art deprive Claim 32 of 
novelty (PCT Article 33(2)). Consequently, the subject 
matter of Claims 33-36 is likewise not considered to be 
novel (PCT Article 33(2)). 

Furthermore, the method for producing an antibody 
defined in Claim 31 does not appear to involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 



3. Claims 11-16 and 18-23 (in so far as they refer to the 
DNA fragments of Claims 9 and 10 which are not 
considered to be novel) are readily inferable from the 
subject matter of Claims 9 and 10, in the light of the 
general knowledge of a person skilled in the art, or, 
for the claims referring to dendritic cells, in the 
light of D3 . Consequently, the subject matter of Claims 
11-16 and 18-23 is considered to involve no inventive 
step (PCT Article 33(3)). 



4. The polypeptide with the sequence SEQ ID N° 1 is novel 
and its identification is not suggested by the prior 
art cited in the international search report. This 
polypeptide is considered to involve an inventive step 
because of the presence of at least one sequence - 
SPRWWPTCL - causing a T specific response which can be 
used for treating certain carcinomas. Furthermore, no 
sequence comprising either a sequence of at least eight 
consecutive amino acids of the sequence SEQ ID N : 1, or 
a sequence 80% identical to the sequence SPRWWPTCL, or 
a sequence 80% identical to a sequence of 9 to 10 
consecutive amino acids of the sequence SEQ ID N° 1, 
has been identified in the international search report. 
Consequently, Claims 1-8 and the claims referring 
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exclusively to the compounds' of Claims 1-8 (Claims 17 
and 24-30) satisfy the requirements of PCT Article 
33 (2) and (3) . 
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VIIL Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

5. There is a problem of clarity concerning the 

relationship of dependency between Claims 1 and 2. It 
is not clear whether the compound of Claim 2 must 
include at least 8 consecutive amino acids of the 
sequence SEQ ID N° 1 and a sequence 80% identical to 
the sequence SPRWWPTCL, or whether the second of these 
features is substituted for the first. In the latter 
case, the subject matter of Claim 2 includes compounds 
which are not included in Claim 1, and Claim 2 can 
therefore not be dependent on Claim 1. 



International application No. 




FR 00/01791 



6. A product may be defined in terms of its production 
process if there is no other way to define the product 
clearly. This does not apply to the compounds of Claims 
5, 7 and 8, which should therefore be defined in terms 
of their , technical features. 

7. Furthermore, in the present case, it would appear to be 
preferable to limit the number of independent claims 
concerning a peptide compound to a single independent 
claim . 

It should be noted that a problem of unity is liable to 
arise if there is no novel and inventive concept common 
to all the claims concerning a peptide compound (Claims 
1-3, 5, 7 and 8) . 

8. The peptide compounds of Claims 1, 3 and 5 do not meet 
the requirements of PCT Article 5. A person skilled in 
the art could not deduce from the teaching of the 
present application which peptide compounds derived 
from the sequence SEQ ID N° 1 are capable of causing a 
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T specific response, without having to carry out 
extensive and uncertain experimentation. Indeed, there 
is no indication suggesting that a said peptide 
compound other than SPRWWPTCL can cause a T specific 
response. This objection apples a fortiori to Claims 7 
and 8, which concern peptide compounds derived from the 
peptide compounds of Claims 1, 3 and 5 by introducing 
an undefined mutation or alteration in order to 
increase the immunogenici ty of the peptide compounds of 
Claims 1, 3 and 5. At present, only peptide compounds 
containing a sequence which is at least 80% identical 
to the sequence SPRWWPTCL appear to meet the 
requirements of PCT Article 5. 



9. The method of Claim 4 concerns the "identification of 
peptide compounds containing a sequence which is at 
least 80% identical to a sequence of approximately 9 to 
10 consecutive amino acids of the sequence SEQ ID N° 
1". However, the steps of this method appear to . have no 
connection with the object of the said method. None of 
the method steps refers to SEQ ID N° 1. The two steps 
of the method involve a selection based on the 
immunological properties of the peptide compounds, 
whereas the object of the method as defined in Claim 4 
makes no reference to the immunological properties of 
the peptide compounds. Claim 4 is therefore unclear 
(PCT Article 6) . 



10. The word "approximately" as used in Claims 4, 6 and 7 
is vague and equivocal, creating doubt as to the 
meaning of the technical feature to which it refers. 
Consequently, the subject matter of these claims is not 
clearly defined (PCT Article 6) . 
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11. The method of Claim 6 is not a method for obtaining a 
peptide compound and it can therefore not enable the 
peptide compound of Claim 7 to be obtained. 
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IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 



Application No. : 

U.S. National Serial No. : 



Filed : 



PCT International Application No. : 



PCT/FR00/01791 



VERIFICATION OF A TRANSLATION 



I, the below named translator, hereby declare that: 
My name and post office address are as stated below; 

That I am knowledgeable in the French language in which the below identified international 
application was filed, and that, to the best of my knowledge and belief, the English translation 
of the amended sheets of the international application No. PCT/FR00/01791 is a true and 
complete translation of the amended sheets of the above identified international application as 



I hereby declare that all the statements made herein of my own knowledge are true and that all 
statements made on information and belief are believed to be true; and further that these 
statements were made with the knowledge that willful false statements and the like so made 
are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United 
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the patent 
application issued thereon. 



filed. 



Date: December 12, 2001 




Full name of the translator : 



Elaine Patricia PARRISH 

For and on behalf of RWS Group pic 



Post Office Address : 



Europa House, Marsham Way, 
Gerrards Cross, Buckinghamshire, 
England. 
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35 



b) introducing an additional point modification 
(for example a post-translational modification) 
or mutation at residues 4, 5 , b , 7 or 8 , 

c) determining the immunogenicity of the peptide 
fragments obtained in step /b) , preferably by 
carrying out an Eli spot ass* 



A peptide compound which can/ be obtained using a 
method as claimed in claiir/ 6, characterized in 
that it comprises a sequence of approximately 9 to 
10 amino acids of the sequence SEQ ID No. 1 which 
has a mutation or a modification with respect to 
the sequence SEQ ID No. if and in that it causes a 
specific T response. 



A peptide compound as claimed in claim 7 , 
characterized in that^ it is derived from the 
sequence SPRWWPTCL (SEQ ID No. 2) 



A DNA fragment / as 
characterized in / that 




A DNA fragment encoding at least one peptide 
fragment of one of qaaims 1 to 3 , 5, 7 and 8, 



claimed in 
it comprises 



claim 9 , 
a sequence 



which has at leas^t 50% identity with a sequence of 

at least 24 consecutive nucleotides of the 

/ 

sequence SEQ ID $Jo . 3 



r 

jexr 
J oi 



A vector for ^expressing a peptide fragment as 
claimed in one/ of [lacuna] 1 to 3 , 5, 7 and 8, 
containing a DNA fragment of claim 10 fused to a 
promoter which' is effective in eukaryotic cells 



and/or in prokaryotic 
human cells. 



cells, in particular in 




I 
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12. An expression vector as claimed in claim 11, also 
comprising one or more selection marker (s) and, 
optionally, one or more 
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TRAITTDE COOPERATION EN MA 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 




VETS — 



PCT 



Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

341022/18280 



voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Demande intemationale n° 
PCT/FR00/01791 



Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
27/06/2000 



Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
28/06/1999 



Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C07K7/06 



Deposant 

INSTITUT GUSTAVE ROUSSY et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'admlnistaration chargee de J'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S II est accompagne dANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 1 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



d'application i industrtelle . . . 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Observations relatives a la demande intemationale 



I 


is 


II 


□ 


II! 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

23/01/2001 



Date d'achevement du present rapport 
20.09.2001 ' 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Loubradou, G 

N° de telephone +49 89 2399 8543 



v 6 
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t. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a /'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 1 7)) : 

Description, pages: 

1-32 version initiale 

Revendications, N°: 

1-5,13-36 version initiale 

6-12 regue(s) le 13/08/2001 avec la lettre du 10/08/2001 

Dessins, feuilles: 

1/10-10/10 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-3, telles que initialement deposees 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la r&gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), i'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

E contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

K depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur; 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
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H La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dete 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par 6crit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 



5. □ Le present rapport a ete formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6te considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)): 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu£e au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 



Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Declaration 
Nouveaute 

Activite inventive 



Oui : 
Non 

Oui : 
Non 



Possibilite d'application industrielle Oui : 

Non 



Revendications 
Revendications 

Revendications 
Revendications 

Revendications 
Revendications 



1-8, 11-31 
9-10, 32-36 

1-8, 17, 24-30 
9-16, 18-23, 31-36 

1-36 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : DATABASE GENEMBL [en ligne] 28 avril 1997 (1997-04-28) SCHWER ET 
AL: 'H.sapiens mRNA for putative carboxylesterase' XP0021 35540 cite dans la 
demande -& SCHWER ET AL.: "Molecular cloning and characterization of a novel 
putative carboxylesterase, present in human instestine and liver 1 BIOCHEMICAL 
AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS, vol. 233, no. 1, 1997, 
pages 117-120, XP000891817 

D2: DATABASE GENEMBL [en ligne] 25 novembre 1997 (1997-1 1-25) 
SONE,T.: 'Homo sapiens mRNA for carboxylesterase, complete cds.' 
XP0021 35542 

D3: WO 97 29183 A (US HEALTH ;HWU PATRICK (US); REEVES MARK (US); 
ROSENBERG STEVEN A) 14 aout 1997 (1997-08-14) 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite inventive et 
la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette — 
declaration 

1 . La formulation des revendications portant sur des fragments d'ADN est telle que 
I'objet des dites revendications indue la sequence codant pour la carboxyesterase 
intestinale humaine. De ce fait les documents D1 et D2 sont prejudiciables a la 
nouveaute de I'objet des revendications 9 et 10 (Article 33.2 PCT). 

2. Les composes peptidiques des revendications 1 a 3, 5, 7 et 8 comprennent des 
sequences qui ne sont pas definies. Us peuvent done comprehdre n'importe quel 
epitope de Tart anterieur. De ce fait, tous les anticorps de I'art anterieur sont 
prejudiciable a la nouveaute de la revendication 32 (Article 33.2 PCT). 

En consequence, I'objet des revendications 33 a 36 n'est egalement pas 
considere nouveau (Article 33.2 PCT). 

De plus le procede de production d'un anticorps de la revendication 31 ne semble 
pas impliquer d'activite inventive (Article 33.3 PCT). 

3. Par ailleurs, les revendications 11 a 16 et 18 a 23 (dans la mesure ou elles font 
reference aux fragments d'ADN des revendications 9 et 1 0 qui ne sont pas 



Formulaire PCT/Feuille s6paree/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 



THIS PAGE BLAMK (uspto) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR00/01 791 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE ; 



consideres nouveaux) decoulent de fa?on evidente de I'objet des revendications 9 
et 10 au vu des connaissances generates de I'homme du metier ou au vu de D3 
pour les revendications faisant reference aux cellules dendritiques. De ce fait, 
I'objet des revendications 1 1 a 16 et 18 a 23 est considere comme n'impliquaht 
pas d'activite inventive (Article 33.3 PCT). 

4. Le polypeptide de sequence SEQ ID N°1 est nouveau et son identification n'est 
pas suggeree dans Tart anterieur cite dans le Rapport de Recherche 
Internationale. II est considere que ledit polypeptide implique une activite inventive 
du fait de la presence d'au moins une sequence, SPRWWPTCL, entrainant une 
reponse T specifique et pouvant etre utilise pour le traitement de certains 
carcinomes. Par ailleurs, aucune sequence comprehant une sequence d'au moins 
8 acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N°1, une sequence ayant au 
moins 80% d'identite avec la sequence SPRWWPTCL ou une sequence ayant 
80% d'identite avec une sequence de 9 a 10 acides amines consecutifs de la 
sequence de SEQ ID N°1 n'a ete identifiee dans le Rapport de Recherche 
Internationale. II est done considere que les revendications 1 a 8 ainsi que que les 
revendication faisant exclusivement reference aux composes des revendications 

1 a 8 (revendications 17 et 24 a 30) satisfont aux exigences de ('Article 33 
alineas 2 et 3 du PCT. 

Concernant le point VIM 

Observations relatives a la demande internationale 

5. Un problerrie de clarte quant a la relation de dependance existant entre les 
revendications 1 et 2 se pose. II n'est pas clair, si le compose de la revendication 

2 doit comprendre a la fois au moins 8 acides amines consecutifs de la sequence 
SEQ ID N°1 et une sequence ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence 
SPRWWPTCL ou si la seconde caracteristique mentionnee se substitue a la 
premiere. Dans le second cas I'objet de la revendication 2 comprend des 
composes qui ne sont pas inclus dans le revendication 1 et la revendication 2 ne 
peut done pas etre une revendication dependante de la revendication 1 . 

6. Un produit peut etre defini en terme du procede permettant de I'obtenir s'il n'existe 
pas d'autres possibilites de definir clairement ledit produit. Ce n g est pas le cas 
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pour les composes des revendications 5, 7 et 8, ils devraient done etre definis par 
leurs caracteristiques techniques. 

7. Par ailleurs, dans le cas present, il semblerait preferable de limiter le nombre de 
revendications independantes portant sur un compose peptidique a une seule 
revendication independante. 

II est a noter qu'un probleme d'unite est susceptible d'apparaTtre, s'il n'existe pas 
de concept nouveau et inventif commun a ('ensemble des revendications portant 
sur un compose peptidique (revendications 1 a 3, 5, 7 et 8). 

8. Les composes peptidiques des revendications 1 , 3 et 5 ne satisfont pas aux 
exigences de l 1 Article 5 du PCT. L'homme du metier ne peut deduire de 
Tenseignement de la presente demande quelles sont les composes peptidiques 
derivees de la sequence SEQ ID N°1 qui sont susceptibles d'entrainer une 
reponse T specifique sans etre soumis a une lourde et incertaine charge 
experimental. II n'existe en effet, aucune indication suggerant qu'un dit compose 
peptidique different de SPRWWPTCL puisse entrainer une reponse T specifique. 
Cette objection s'applique a fortiori aux revendication 7 et 8 dont les composes 
peptidiques sont derives des composes peptidiques des revendications 1 , 3 et 5 
par introduction d'une mutation ou d'une alteration non definie afin d'augmenter 
I'immunogenicite des composes peptidiques des revendications 1, 3 et 5. 

A present seuls les composes peptidiques comprenant une sequence ayant au 
moins 80% d'identite avec la sequence SPRWWPTCL semblent satisfaire aux 
exigences de I'Article 5 du PCT. 

9. Le procede de la revendication 4 porte sur ^identification de composes 
peptidiques comprenant une sequence ayant au moins 80% d'identite avec une 
sequence d'environ 9 a 10 acide amines consecutifs de la sequence SEQ ID 
N°1". Cependant les etapes du dit procede ne semblent avoir aucun lien avec 
I'objet du dit procede. Aucune des etapes du procede ne fait reference a la 
sequence de SEQ ID N°1 . Les deux etapes du procede font intervenir une 
selection lie aux proprietes immunologique des composes peptidiques alors que 
I'objet du procede tel qu'il est defini dans la revendication 4 ne fait aucunement 
reference aux proprietes immunologiques des composes peptidiques. 

La revendication 4 manque done de clarte (Article 6 PCT) 
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10. Le terme "environ" utilise dans les revendications 4, 6 et 7 est vague et 
equivoque, et laissent un doute quant a la signification de la caracteristique 
technique a laquelle il se refere. L'objet des dites revendications n'est done pas 
clairement defini (Article 6 PCT). 

11. Le procede de la revendication 6 n'est pas un procede d'obtention d'un compose 
peptidique, il ne peut done pas permettre d'obtenir le compose peptidique de la 
revendication 7. 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 4) (OEB-avril 1997) 



THIS PAGE BLANK ojspto) 



34 

b) introduction (Tune mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelie) ponctuelle supplemental au niveau des residus 4, 5, 6, 7 
ou 8, 

c) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a Tetape 

b), de preference en effectuant un test Elispot. 

7. Compose peptidique susceptible d'etre obtenu a partir d'un procede selon la 
revendication 6 caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'environ 9 a 10 
acides amines de la sequence SEQ ID N°l presentant une mutation ou une 
alteration par rapport a la sequence SEQ ID N°l, et ce qu'il entraine une reponse 
T specifique. ^ ^ - 

8. Compose peptidique selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il d6riv£lae la^ 
sequence SPRWWPTCL (SEQ ED N°2). 

9. Fragment d'ADN codant au moins pour un fragment peptidique de Tune des 
revendications 1 a 3, 5, 7 et 8. 

10. Fragment d'ADN selon la revendication 9 caracterise en qu'il comprend une 
sequence ayant au moins 50% d'identite avec une sequence d'au moins 24 
nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°3. 

11. Vecteur d'expression d'un fragment peptidique selon 4'une des 1 a 3, 5, 7 et 8 
contenant un fragment d'ADN de la revendication 10 fusionne a un promoteur 
efficace dans les cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en 
particulier dans les cellules humaines. 

12. Vecteur d* expression selon la revendication 11 comprenant en outre un ou 
plusieurs marqueur(s) de selection et eventuellement une ou plusieurs 
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true and that all statements made on information and belief are believed to be 
true ; and further that these statements were made with the knowledge that 
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Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the 
patent application issued thereon. 
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TRAITE D' 



OOPERATION EN MATIERE DE 

PCT 



EVETS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

341022/18280 


POUR SUITE v0 ' r ,a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 00/01791 


Date du depot internationaltfour/mo/s/annee; 

27/06/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

28/06/1999 


Deposant 

INSTITUT GUSTAVE ROUSSY et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 



2. 

3. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
[X] contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

|X"| deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinate ur. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

["] remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

|X] La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

[ j La declaration, selon laquelle les Informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 

du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

0 11 a 6t ® estim ® q ue certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I), 
j I II y a absence d 'unite de invention (voir le cadre II). 

En ce qui concerne le titre, 

[X] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

1 1 Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

J"y~| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai cfun mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 4 



j I suggeree par le deposant. [~ j Aucune des figures 

m". , . , n'est a publier. 

parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

O parce ^ f '9 ure caracterise mieux I'invention. 
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tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations "figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
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(54) Title: COMPOUND DERIVED FROM AN OFFSET ORF OF THE ICE GENE 
^ (54) Titre: COMPOSE PEPTIDIQUE DERIVE D UNE ORF DECALEE DU GENE iCE 

<^> (57) Abstract: The invention concerns a peptide compound, causing a T specific response from tumours, comprising a sequence 
0© of at least 8 consecutive amino acids of the peptide sequence coded by a phase offset sequence of the iCE gene. The invention also 
t"^* concerns a pharmaceutical composition comprising said peptide compound and the use of said compounds for making a medicine 
<^ for cancer treatment, in particular for treating solid tumours. 



(57) Abrege: La pre'sente invention concerne un compose peptidique, entrain ant une reponse T specifique des tumeurs, qui com- 
prend une sequence d'au moins 8 acides amines eonsecutifs de la sequence peptidique codec par une sequence en phase dec alee du 
gene iCE. L" invention porte egalement sur une composition pharmaceutique comportant ledit compost peptidique et sur rutilisa- 
rion de ces composes pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer, en particulier au traitement des tumeurs 
solides. 
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COMPOSE PEPTIDIQUE DERIVE D'UNE ORF DECALEE DU GENE iCE. 

5 La presente invention concerne un compose peptidique, entrainant une reponse T 
specifique des tumeurs, qui comprend une sequence d'au moins 8 acides amines 
consecutifs de la sequence peptidique codee par une sequence en phase decalee du 
gene iCE. L' invention porte egalement sur une composition pharmaceutique 
comportant ledit compose peptidique et sur I' utilisation de ces composes pour la 
10 fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer, en particulier au 
traitement des tumeurs solides. 

Divers produits s'averent etre reconnus par des cellules T reactives vis-a-vis des 
tumeurs, ia plupart d'entre eux etant isoles a partir de patients presentant des 

15 melanomes. Certains de ces antigenes (Ag) represented des produits de genes non 
mutes dont 1'expression dans des tissus d'adultes normaux est limitee aux testicules 
(MAGE-1, MAGE-3, BAGE et GAGE) (1-4). D'autres genes non mutes sont des 
antigenes de differenciation qui sont aussi exprimes, par exemple, dans des 
melanocytes normaux mais pas dans d'autres tissus normaux. Ceux-ci comprennent 

20 les produits geniques de lignee melanocytaire MART-l/MelanA (5, 6), gplOO (6), 
tyrosinase (7, 8) et gp75 (9). Les cellules T reactives vis-a-vis des melanomes 
s'averent aussi reconnaitre des produits mutes des genes de a-catenine (10), MUM1 
(11) et CDK-4 (12). Les cellules T reactives vis-a-vis du carcinome de cellules 
renales (RCC) s'averent aussi reconnaitre des produits de genes mutes 

25 ponctuellement tels que HLA-A2 (13) ou HSP70-2 (14). 

En outre, certains Ag reconnus par des cellules T reactives peuvent etre generes par 
des produits de transcription modifies, comprenant des sequences introniques, 
comme dans le cas de MUM-1 (11), N-acetylglucosaminyltransferase-V (GnT-V) 
30 (15) ou gplOO (16). La surveillance par les cellules T de Tintegrite des cellules peut 
se focaliser sur des peptides codes par une phase de lecture ouverte (ORF) alternative 
situee a Tinterieur de PORF primaire, comme dans le cas de gp75/TRP-l (1 7) et NY- 
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E50-1 (18). Peu d'exemples existent dans la litterature sur 1'utilisation des ORF 
alternatives dans les eucaryotes et la signification biologique des produits 
correspondants est inconnue. Neanmoins, on peut supposer que ces produits 
pourraient servir de cibles antigeniques et augmenter Tefficacite de la surveillance 
5 immunitaire. En effet, II y a une relation de plus en plus nette entre le controle 
traductionnel anormal de l'expression de genes (comme pour c-mys ou FGF-2) (19- 
21) et F apparition d'un cancer, et done les peptides immunogeniques dans des 
tumeurs peuvent provenir de peptides derivant de TORF primaire mais egalement 
d'ORF alternatives. 

10 

Le criblage d'une bibliotheque d'ADNc avec un clone de cellules T reactives vis-a- 
vis du carcinome de cellules renales (RCC) de restriction HLA-B7, derivant de 
lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) qui ont ete amplifies par clonage in vivo, a 
conduit dans le cadre de la presente invention a l'isolation d'un nonamere code par 

15 une phase ouverte de lecture (ORF) alternative (A + 1 decalage de phase) du gene de 
la carboxyle esterase intestinale (iCE). Ce peptide se fixe aux molecules presentant 
HLA-B*0702, comme determine dans un test de fixation par immunofluorescence en 
utilisant des cellules T2 transferees. L'expression constitutive de cette proteine 
d'ORF alternative a ete observee dans toutes les lignees de cellules renales HLA-B7* 

20 transformees qui etaient reconnues dans des essais de cytotoxicity par les TIL. Le 
gene de iCE est transcrit dans des tumeurs RCC ainsi que dans des tissus normaux de 
foie, d'intestin ou de rein. Une mutation du site d'initiation de traduction ATG naturel 
n'altere pas la reconnaissance, ce qui montre que le decalage de cadre (e'est-a-dire le 
glissement du ribosome vers l'avant) et le recodage ne sont pas les mecanismes 

25 impliques. De plus, une mutation ponctuelle des trois codons AUG pouvant servir de 
sites ^initiation de traduction alternatifs dans TORF +1 n'abolit pas la 
reconnaissance, tandis que la mutation d'un codon ACG en amont le fait, indiquant 
que ce dernier codon initie la traduction de TORF alternative. De maniere inattendue, 
cette ORF alternative est done initiee a partir d'un codon cryptique non-AUG (ACG). 



30 
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Description 

Ainsi, la presente invention concerne un compose peptidique, entrainant une reponse 
T specifique des tumeurs, qui comprend une sequence d'au rnoins 8 acides amines 
5 consecutifs de la sequence peptidique codee par la sequence en phase decalee (A+l 
ou A+2) du gene iCE. La sequence nucleotidique et peptidique de iCE (Homo 
sapiens intestinal carboxylesterase; liver carboxyiesterase-2) est disponible sur le site 
www.ncbi.nlm.nih.gov sous le numero d'accession NM_003869. 
La publication Schwer,H., LangmannJ., Daig,R., Becker,A., Aslanidis,C. and 
10 Schmitz,G. Molecular cloning and characterization of a novel putative 
carboxylesterase, present in human intestine and liver. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 233 (1), 117-120 (1997) (MEDLINE 97289502) est incorpore dans la 
description par reference. 

15 L'invention concerne plus specifiquement un compose peptidique, entrainant une 
reponse T specifique, caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'au moins 8 
acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N°l suivante : 
TVVRLFLAWLPCMMVPCWLPWRTWWWSSSSTAWVSWASSALETSTQPAT 
GATWTKWLHYAGSSRISPTLEATLTVSPFLASLRVARVCLRLLCPPYPKDSST 

20 EPSWRVAWPSCPASLPAQLMSSPRWWPTCLPVTKLTLRPWWAACGARVKR 

RFLQLTSLSR. 

On peut citer en particulier un compose peptidique ayant au moins 80 % d'identite 
avec la sequence SPRWWPTCL (SEQ ID N°2). 

25 

L'invention porte egalement sur un procede d'identification de composes peptidiques 
comprenant une sequence ayant au moins 80% d'identite avec une sequence 
d'environ 9 a 10 acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N°l caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
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a) Determination de fragments possedant une sequence d' environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 

b) determination de Timmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a l'etape 
a), de preference en effectuant un test Elispot. 

5 

L' invention a pour objet les composes peptidiques susceptibles d'etre obtenus a 
partir de ce procede. 

Les fragments peptidiques a tester peuvent aisement etre obtenus par synthese 
10 chimique a partir des connaissances generates dans le domaine technique. 

Le test Elispot est largement decrit dans les documents de la technique anterieure. 
Par exemple, Herr et al, (1998) concerne une methode Elispot pour detecter et 
quantifier des lymphocytes T CD8 + secretant du TNF- a. En resume, deis plaques 
MultiScreen-HA (Millipore, Bedford, MA) sont recouvertes avec un anticorps anti- 
15 TNF- a (clone 195 ; Boehringer Mannheim) et des lymphocytes T CD8 + sont 
ajoutes en presence de peptides antigeniques. Le TNF- a secrete est detecte avec un 
anticorps anti-TNF- a de lapin (Serotec, Oxford, UK), un anticorps anti-IgG de lapin 
couple avec de la biotine (Boehringer Mannheim) et le complexe biotine-avidine- 
peroxidase (Vector, Burlingame, CA). Le nombre et la surface des zones ou la 
20 cytokine est presente sont determines automatiquement par ordinateur, (Herr et al, 
1997). D'autres documents tels que Herr et al, (1996) section materiels et methodes 
paragraphe 2 pages 132 a 135, et Scheibenbogen et al, (1997) page 933 decrivent 
cette methode et sont egalement incorpores dans la description par reference. 

25 En outre, 1' invention a trait a un procede de mise en evidence de mutations ou 
d'alterations ponctuelles artificielles susceptibles d'augmenter rimmunogenicite des 
composes peptidiques decrits ci-dessus, ledit procede comprenant les etapes 
suivcintes : 

a) Determination de fragments possedant une sequence d' environ 9 a 10 acides 
30 amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 
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b) introduction d'une mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelle) ponctuelle supplemental au niveau des residus 4, 5, 6, 7 
ou 8, 

c) determination de Pimmunogenicite des fragments peptidiques obtenus a Petape 
5 b), de preference en effectuant un test Elispot. 

Ce precede est bien connu par l'homme du metier. On peut notamment incorporer 
par reference dans la description les enseignements qui se trouvent a 1'adresse 

internet suivante: 
10 www.bimas.dcrt.nih.gov/molbi o/hla bind/ 

Ce precede permet de determiner toute mutation ou alteration ponctuelle artificielle 
(non presente dans les tumeurs humaines) qui serait susceptible d'ameliorer le 
principe actif (le peptide mute immunogene) en employant la methode dite de 
«reverse immunology ». A partir de la connaissance de la sequence en acides amines 

15 d'une proteine, il est possible de predire quels sont les peptides pouvant se Her a une 
poche HLA quelle que soil sa specificite (HLA-A2, HLA-Al, HLA-B7...), puis de 
tester ces peptides in vitro pour leur capacite a se Her effectivement a Pallele HLA 
considere, puis a introduire une mutation ou une alteration ponctuelle sur les acides 
amines sur certaines positions critiques pour l'affinite. Le programme informatique 

20 BIMAS permet d'obtenir une telle prediction. Les regies generates concernant les 
acides amines impliques dans l'ancrage aux molecules HLA sont presentees dans 
Parker et al, (1992 et 1994) et Rammensee et al, (1995). Ces informations sont 
incorporates par reference dans la description. Bien entendu, le precede selon 
l'invention ne se limite pas a l'utilisation du programme BIMAS, et peut etre mis en 

25 oeuvre avec tout programme equivalent. 

Dans un autre aspect, l'invention a pour objet un compose peptidique susceptible 
d'etre obtenu a partir d'un precede mentionne ci-dessus caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence d'environ 9 a 10 acides amines de la sequence SEQ ID N°l 
30 presentant au moins une mutation ou une alteration par rapport a la sequence SEQ ID 
N°l, et ce qu'il entraine une reponse T specifique. Un tel compose peptidique peut 
notamment deriver de la sequence SPRWWPTCL (SEQ ID N°2). 
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On entend par « compose peptidique » dans le cadre de F invention, une entite 
constitue au minimum par un fragment peptidique derive du polypeptide code par 
une ORF alternative A+l ou A+2 de iCE ou par une succession desdits fragments 
5 peptidiques, et ayant eventuellement un ou plusieurs autres elements differents des 
acides amines naturels ou non naturels. Ces elements ont pour but de proteger 
chimiquement ou physiquement lesdits fragments peptidiques, et/ou de favoriser leur 
absorption par Forganisme, et/ou leur administration, et/ou leur biodisponibilite. Par 
exemple, cette protection permet aux peptides d'atteindre leurs cibles sans subir 
10 Faction de diverses proteases presentes dans Forganisme. De telles modifications 
chimiques peuvent egalement augmenter Faffinite d'un peptide antigenique pour les 
molecules HLA-A2 et permettre une efficacite accrue du vaccin in vivo, Rosenberg 
etal, (1998). 

Lesdits elements peuvent etre par exemple: 
15 - Des groupes chimiques protecteurs connus par Fhomme du metier reagissant aux 
extremites NH2 et/ou COOH d'un peptide, cette modification ne baissant pas 
significativement le caractere immunogenique du peptide. 

- Des groupes chimiques ameliorant Fefficacite du vaccin in vivo. 

- Des lipides ou des acides gras que Fon attache de fa<?on covalente aux fragments 
20 peptidiques pour former des composes peptidiques appeles lipopeptides. L'acide 

palmitoi'que en est un exemple parmi d' autres, Vitiello et al, (1995), incorpore 
dans la description par reference. 

- Une proteine porteuse desdits fragments peptidiques possedant des sites de 
restriction et permettant Facheminement des fragments peptidiques intactes 

25 jusqu'a leurs sites d'action dans Forganisme. 

Ainsi, le compose peptidique selon F invention peut comporter au moins un element 
different des acides amines naturels. 

30 Un mode supplemental de realisation de F invention concerne un fragment d'ADN 
codant au moins pour un fragment peptidique defini ci-dessus. Ce fragment peut 
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comprendre une sequence ayant au moins 50% d'identite avec une sequence d'au 
moins 24 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°3 suivante : 

acggtggtgcgcttgtttttggcatggcttccttgtatgatggttccatgctggctgccttggagaacgtggtggtggtcatca 
5 tccagtaccgcctgggtgtcctgggcttcttcagcactggagacaagcacgcaaccggcaactggggctacctggacca 
agtggctgcactacgctgggtccagcagaatatcgcccactttggaggcaaccctgaccgtgtcaccatttttggcgagtc 
tgcgggtggcacgagtgtgtcttcgcttgttgtgtcccccatatcccaaggactcttccacggagccatcatggagagtgg 
cgtggccctcctgcccggcctcattgccagctcagctgatgtcatctccacggtggtggccaacctgtctgcctgtgacca 
agttgactctgaggccctggtgggctgcctgcggggcaagagtaaagaggagattcttgcaattaacaagcctttcaagat 
1 0 gatccccggagtggtggatggggtcttcctgccc 

Cette sequence correspond a l'ORF alternative A+l, du gene de iCE qui est exprimee 
dans les cellules tumorales. Le produit d'expression de cette ORF est reconnu par un 
clone de cellules T reactives vis-a-vis du RCC a restriction par HLA-B7. Les TIL 
15 reactifs sont amplifies in situ sur le site de la tumeur. 

On entend par « fragments d'ADN » des fragments simples brins, double brins, 
d'ADN, d'ADNc et/ou d'ARN. La sequence nucleotidique correspondant a la 
sequence d'acides amines desdits fragments peptidiques peut varier de maniere a 

20 comprendre tous les differents codons possibles pour un acide amine donne selon le 
principe de la degenerescence du code genetique. La presente invention a egalement 
pour objet un vecteur d'expression d'un fragment peptidique contenant un fragment 
d'ADN ci-dessus mentionne, fusionne a un promoteur fort et efficace dans les 
cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en particulier dans les 

25 cellules humaines. Le vecteur peut etre viral, plasmidique, ou un pseudo-vecteur et 
peut comporter des marqueurs de selection et exprimer des adjuvants 
immunologiques tels que des cytokines et/ou des lymphokines. 

L' invention concerne egalement des cellules dendritiques chargees en composes 
peptidiques, et des cellules dendritiques transformers par le vecteur d'expression 
30 exprimant les fragments peptidiques. Ces cellules peuvent etre aussi des 
macrophages. Nestle et al, (1998), decrit une methode de vaccination qui consiste a 
charger les cellules dendritiques prises a un patient par des peptides antigeniques (en 
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culture in vitro), et les injecter dans le systeme lymphatique de ce meme patient. 
Cette publication est citee dans la description par reference. 

Un autre aspect de 1' invention a pour objet une composition pharmaceutique 
5 comprenant un compose peptidique ou un melange de composes peptidiques selon 
Tinvention et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. Cette composition peut 
comporter en outre un ou plusieurs adjuvants immunologiques, notamment des 
facteurs cytotoxiques des tumeurs. 

L* invention porte aussi sur une composition pharmaceutique comprenant un vecteur 
10 d'expression tel qui mentionne ci-dessus et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable ou un fragment d'ADN selon Tinvention ou bien encore les cellules 
indiquees ci-dessus et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

La composition pharmaceutique ou le produit de combinaison selon Tinvention peut 
15 comporter en outre un ou plusieurs adjuvants immunologiques, notamment des 
agents cytotoxiques des tumeurs. Ces produits peuvent comporter un vehicule 
pharmaceutique compatible avec une administration IV, subcutanee, orale, ou nasale, 
de preference selectionne parmi les liposomes, les nano-particules, ou les emulsions 
lipidiques, charges positivement ou negativement. 

20 

Un autre aspect de Tinvention porte sur Tutilisation d'un compose peptidique tel que 
defini ci-dessus pour la fabrication d'un medicament, notamment destine au 
traitement du cancer, en particulier des tumeurs solides, notamment des carcinomes, 
des melanomes, des neuroblastomes, de preference des hepatocarcinomes et des 

25 adenocarcinomes du colon ou du rein. Ce medicament peut etre destine a une 
immunisation ex vivo, consistant notamment a induire in vitro des CTL specifiques 
de tumeurs, les expandre et les reinjectes, ladite induction pouvant etre effectuee a 
Taide de cellules dendritiques chargees ou a une immunisation in vivo. LMnvention 
porte aussi sur Tutilisation dudit compose peptidique pour augmenter en milieu de 

30 culture la population des CTL des tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL 
de facteurs cytotoxiques tels que par exemple IL-2, IFN-y et TNF et/ou pour stimuler 
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les defenses immunitaires, en particulier pour augmenter la population des CTL des 
tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que 
par exemple IL-2, IFN-y et TNF. 

5 Dans un mode supplemental de mise ne oeuvre, Tinvention a trait a un procede de 
production d'un anticorps reconnaissant un compose peptidique decrit precedemment 
comprenant les etapes consistant a : 

a) Immuniser un mammifere avec ledit compose peptidique, 

b) isoler un anticorps monoclonal qui se lie audit peptide dans un essai 
10 immunologique . 

L' invention vise egalement un anticorps monoclonal susceptible d'etre obtenu a 
partir de ce procede. 

15 L'invention vise egalement un procede de detection d'un peptide ou polypeptide 
code par l'ORF A+l de iCE, comprenant les etapes consistant a : 

a) Mettre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un anticorps 
monoclonal mentionne ci-dessus, 

b) permettre la formation du complexe anticorps-peptide ou polypeptide, 

20 c) detecter ledit peptide ou polypeptide au moyen d'un marqueur detectable dans 
le complexe ou qui se lie au complexe ; 

et une trousse de diagnostic comportant notamment ledit anticorps pour la detection 

du cancer, notamment pour Ie prognostique du cancer declare chez un individu. 

Une composition comprenant notamment ledit anticorps monoclonal et un vehicule 
25 pharmaceutiquement acceptable peut egalement etre utile dans le cadre du traitement 

du cancer. 

L'ADNc de iCE a ete isole a l'origine a partir d'une bibliotheque d'ADNc d'intestin 
grele humain (31). II presente une homologie de 65 % avec d'autres carboxyle 
30 esterases de differentes especes mammiferes. II est exprime dans 1'intestin, le foie ou 
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le rein humain et semble jouer un role important pour le controle xenobiotique et la 
detoxication de la muqueuse intestinale (31). Une grande serie d'epitopes de cellules 
T codes dans la region nucleotidique minimale de la ORF de iCE reguliere a ete 
testee et aucun d'entre eux n'a ete reconnu dans le contexte de l'element de restriction 
5 HLA-B*0702 de classe I. Au contraire, une ORF de 453 nt codee dans cette region 
suivant un decalage de phase +1 s'est averee coder pour un nonamere avec des 
residus d'ancrage a HLA-B7 sur les positions 2, 3 et 9 (SPRWWPTCL, SEQ ID n°2). 
Une lyse semi-maximale a ete obtenue avec moins de 10" 6 M de nonapeptide dans 
des essais de sensibilisation de cible (target sensitization assays). La fixation de ce 

10 nonapeptide a des cellules T2 transferees par HLA-B*0702 est stable dans le temps, 
suggerant que de faibles quantites de 1'expression de cette ORF alternative sont 
suffisantes pour induire une reconnaissance de cellules T in vitro ainsi qu'une 
proliferation de cellules T in vivo, comme montre, pour ce dernier cas, par 
l'amplification in situ au niveau du site tumoral de la sous-population de TIL 

1 5 correspondante. 

Les resultats obtenus dans le cadre de 1' invention revelent qu'un nouveau mecanisme 
est implique dans la generation d'epitopes de cellules T. Une ORF alternative induite 
par un codon non-AUG cryptique conduisant a une phase de lecture traductionnelle 

20 +1 s'est averee coder un Ag de tumeur reconnu par des TIL. Dans deux autres 
exemples, gp75/TRP-l (17) et NY-E50-1 (18), des peptides reconnus par des TIL 
sont codes par une ORF alternative situee a l'interieur de la ORF primaire. Un 
mecanisme par lequel FORF alternative est traduite a ete suggere pour gp75/TRP-l 
(17), ou la reconnaissance etait affectee par la presence d'un AUG interne precedant 

25 I'epitope. En plus de ce mecanisme de criblage ribosomal, un decalage de phase 
ribosomal (39, 40) a ete suggere pour la production d'epitopes de cellules T (41) 
mais, dans le cas du gene iCE, cette possibilite est exclue car la mutation du site 
d'initiation de traduction ATG naturel n'affecte pas la reconnaissance des peptides. 
En fait, la presence du premier site d'initiation de traduction interne cryptique (un 

30 codon ACG en position 440) dans la ORF alternative +1 de iCE est suffisante pour 
diriger 1'expression de quantites suffisantes de peptide de iCE pour l'activation de 
cellules T in vitro ainsi que in vivo (c'est-a-dire conduisant a une expansion clonale 
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de cellules T in situ). Le modele de balayage fuyant ou des ribosomes evitent 
occasionnellement le premier AUG avec une mediocre sequence consensus de Kozak 
et initient une traduction sur un AUG en aval peut s'appliquer a iCE du fait de la 
presence d'une pyrimidine en position +4 a la place d'une purine. 

5 

A notre connaissance, ceci est le premier exemple d'un epitope code par une ORF 
alternative non definie par ATG et reconnu par des cellules T a reactivite tissulaire 
dans une maladie humaine. Des lignees de cellules renales HLA-B7+ non 
transformees, etablies in vitro, ont ete reconnues dans des essais de cytotoxicite par 

10 le clone 3B8 derive de TIL. II a ete montre que des initiations de traduction 
alternatives, non definies par ATG, de la molecule du facteur 2 de croissance de 
fibroblastes, sont induites dans des cellules stressees ou transformees, par 
comparaison a celles definies par ATG (20). De facon similaire, 1'expression de 
formes de iCE non initiees par ATG peuvent etre regulees positivement dans les 

15 tumeurs, conduisant a l'expansion clonale in situ des TIL correspondants. Cette ORF 
alternative de iCE exprime done un nouvelle Ag de tumeur interessant a utiliser en 
immunotherapie notamment chez des patients presentant un hepatocarcinome ou un 
adenocarcinome du colon ou renal. Plus generalement, les resultats obtenus montrent 
la possibility que des ORF alternatives induites par des codons non-AUG dans les 3 

20 phases de lecture traductionnelles puissent coder des epitopes de cellules T dans 
certaines maladies humaines, telles que le cancer ou des affections auto-immunes. 

Pour la suite de la description, on se referera aux legendes des figures presentees ci- 
dessous. 
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Legend es 

Figure 1 : 

(A) Lyse specifique de lignee cellulaire RCC-1 autologue par Ie clone 3B8 de 
5 CTL. 

La cytotoxicity du clone 3B8 vis-a-vis de la lignee cellulaire RCC-1 autologue et des 
cellules K562 a ete teste dans un essai de relargage du chrome standard a differents 
rapports E:T. Le blocage de la lyse par le mAb W6.32 est egalement represente. 

(B) Cytotoxicity de 3B8 vis-a-vis de diverses Iignees de cellules allogeniques. 

10 3B8 a ete teste avec la lignee RCC-1 autologue et diverses Iignees de cellules RCC 
allogeniques (RCC-3, RCC-4, RCC-5) dans un essai au chrome standard a un rapport 
E:T de 18:1. A titre de temoin, le mAb W6.32 a ete utilise pour bloquer les 
molecules HLA de classe I impliquees dans la presentation d'antigene. 

15 Figure 2 : Analyse de taille de CDR3 dans des TIL et dans Ie clone 3B8 utilisant 
des amorces selectionnees TCRBV (A) et TCRBJ (B). 

L'ARN a ete soumis a une transcription inverse et a une amplification sur 40 cycles 
en utilisant les amorces TCRBV5 et BC. L'ADN obtenu a ete copie sur 5 cycles dans 
une reaction d'elongation utilisant I'amorce fluorescente nidifiee TCRBC (A) ou 
20 TCRBJ 152 (B) (13 amorces BJ testees, BJ1S1-BJ1S7, BJ2S1-BJ2S6). Les produits 
amplifies ont ete analyses sur un sequenceur automatise. Les profils obtenus 
montrent les tailles en nt (axe des x) et l'intensite de fluorescence (axe des y) des 
produits amplifies. Les valeurs FU absolues obtenues pour les pics dominants sont 
indiquees. 

25 

Figure 3 : Stimulation de 3B8 de CTL par des cellules COS-7 co-transfectees de 
fa?on transitoire avec le vecteur depression pcDNAI contenant le clone 
d'ADNc 2C2 ou 3G7 et l'ADNc de HLA-B*0702 autologue. 

Les cellules stimulantes temoins comprennent la lignee cellulaire RCC-1 servant de 
30 temoin positif et des cellules COS-7 transferees avec de l'ADNc de HLA-B*0702 
seul servant de temoin negatif. L'ADNc de iCE a ete co-transfecte de fa<?on 
transitoire dans des cellules COS-7 avec l'ADNc de HLA-B*0702 et le clone 3B8 a 
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ete ajoute au bout de 48 heures. La production de TNF a ete determine par son effet 
cytotoxique sur des cellules WEHI 18 heures plus tard. Les cellules stimulantes 
temoins comprennent la lignee cellulaire RCC-1 servant de temoin positif et des 
cellules COS-7 transfectees avec HLA-B*0702 seul servant de temoin negatif. 

Figure 4 : Localisation de la sequence d'ADNc de iCE codant pour le peptide 
antigenique reconnu par 3B8. 

II s'agit d'une representation schematique de la sequence d'ADNc de iCE de pleine 
longueur, du clone 2C2 d'ADNc et de divers 2C2 d'ADNc tronques. Les regions 3 1 et 
5' non traduites sont representees par des cadres soulignes. La sequence traduite de 
iCE humaine est representee par un cadre plein ; ie clone 2C2 d'ADNc est represents 
par un cadre pointille et les 2C2 d'ADNc tronques sont indiques par des cadres 
hachures. Les nucleotides sont numerates a partir du codon non-sens ATG naturel. 
Les petits cadres noirs avec une fleche indiquent l'emplacement de Tamorce PI et de 
l'amorce P2. L'ADNc utilise comme sonde pour 1'hybridation du transfert d'ARN est 
indique par une fleche a deux pointes. Sites de restriction (B : Bam HI ; Bs : BstX I ; 
E : EcoR I ; S : Sma I ; X : Xba I). La reconnaissance par 3B8 de CTL des cellules 
COS-7 transfectees de fa<?on transitoire avec 1'ADNc de HLA-B*0702 autologue et 
divers ADNc tronques est indiquee. Les cellules transfectees ont ete incubees 
pendant 24 heures avec 5000 cellules 3B8 et la quantite de TNF a ete mesuree dans 
les surnageants par Teffet de cytotoxicity sur des cellules WEHI- 13. 

Figure 5 : Lyse de lignees de cellules transformees par EBV autologues incubees 
avec le peptide code de iCE par 3B8 de CTL. 

2000 cellules transformees par EBV ont ete incubees et marquees au 5 lCr pendant 1 
h en presence du peptide de iCE a restriction HLA-B7 ou un autre peptide temoin a 
restriction HLA-B7. Le clone 3B8 a ensuite ete ajoute a titre d'effecteur en un rapport 
fixe a 30:1. On a mesure le relargage du chrome au bout de 4 h. 

Figure 6 : Induction de Texpression de HLA-B7 sur des cellules T2 par le 
peptide de iCE. 



WO 01/00784 



PCT/FR00/01791 



14 



Des cellules T2 ont ete incubees a 26°C pendant 16 heures dans du milieu sans serum 
avec des peptides a une concentration de 50 ^M. Puis les peptides ont de nouveau ete 
ajoutes et les cellules ont ete incubees a 37°C. A intervalles de 30 min ou 1 h, des 
aliquotes de cellules ont ete recueillies et on a controle le changement d'expression 
5 de HLA-B7 par cytometric de flux avec un mAb anti-HLA-B7 (HB59). A titre de 
temoin, un peptide HSP70 a restriction HLA-A2 a ete utilise. 

Figure 7 : Analyse de produits de transcription d'ARN de iCE dans diverses 
lignees cellulaires (A) et divers fragments de tumeur (B). 

10 5[ig d'ARN poly(A)+ (A) et dix |ig d'ARN total (B) ont ete charges sur un gel 
denaturant de formaldehyde a 1 % d'agarose. L'ARN a ete transfere sur une 
membrane et le transfert d'ARN a ete hybride avec un fragment de clone 2C2 
d f ADNc marque au 32P, servant de sonde. Une hybridation a ete effectuee avec une 
sonde de glyceraldehyde-3 -phosphate dehydrogenase (GAPDH) a titre de temoin 

1 5 interne pour la charge de quantites uniformes d'ARN pour l'analyse (non represente). 

Figure 8 : Une phase ouverte de lecture non definie par ATG de iCE est 
reconnue par le 3B8 de CTL. 

(A) Sequence de la region codante d'ADNc de iCE avec les phases ouvertes de 
20 lecture primaire et alternative (decalage a+1). Les positions des nucleotides (nt) 

mutes sont representees en lettres capitales grasses, les codons correspondants sont 
soulignes et Templacement des mutants A-F testes (B) est indique au-dessus des 
codons mutants. La sequence du peptide antigenique code par la ORF +1 est 
soulignee. 

25 

(B) L'aptitude de mutants ponctuels (A-F) a stimuler la liberation de TNF a partir 
du clone 3B8 apres co-trans fection avec HLA-B*0702 dans des cellules COS a ete 
testee. Les temoins negatifs comprennent une transfection simuiee avec HLA- 
B*0702 ou l'ADNc de iCE seul ou une co-transfection avec HLA-B*0702 et un 

30 plasmide de pcDNAl temoin. 
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Exemole 1 : Materiels et methodes 
Lignees cellulaires 

Des cellules K562 ont ete cultivees et la lignee de cellules B transformees par EBV 
5 provenant du patient 1 dans du milieu constitue de RPMI (Gibco-BRL, Paisley, GB) 
supplemente avec 1 % de L-glutamine 200 mM, 1 % de pyruvate de sodium 200 
mM, 1 % de Hepes, 5 % de serum de veau foetal (FCS) et 50 Ul/ml de penicilline 
(Gibco-BRL, Paisley, GB) a ete obtenue. Le clone 13 de WEHI-164 (W13) et les 
cellules COS-7 ont ete cultivees dans du RPMI (Seromed, Biochrom KG, Berlin) 
10 supplemente avec 1 % de L-glutamine 200 mM, 1 % de pyruvate de sodium 200 
mM, 1 % de Hepes, 5 % de serum de veau foetal (FCS) et 50 Ul/ml de penicilline. 

Patients et etablissement des lignees de cellules RCC 

Les lignees de cellules RCC ont ete etablies comme decrit anterieurement (22). Des 
1 5 tumeurs primaires ont ete obtenues aupres de patients non traites qui avaient subi une 
nephrectomie radicale. La lignee de cellules RCC-1 a ete etablie a partir du patient 1 
(HLA Al, A32, B7, B12-44, Cw5, Cw7), un homme age de 56 ans ayant un 
carcinome de cellules renales clair et granulaire sans metastases. Apres chirurgie, on 
a traite des fragments par digestion enzymatique et on a cultivees les suspensions de 
20 cellules tumorales dans du milieu RCC complet (22). Les lignees de cellules 
tumorales RCC-2 (HLA Al, A3, B7, B8, Cw7, Cw7), RCC-3 (HLA Al, A29, B22, 
B15-62/63, Cwl, Cw7-17), RCC-4 (HLA A3, A19-29, B7, B12-44, Cw7, Cwl6), 
RCC-5 (HLA Al, A3, B6, B22-56, Cwl, Cw7), RCC-6 (HLA A9-24, A32, B12-44, 
B18, Cw5, Cw5), RCC-7 (HLA Al, A28-68, B8, B40-60, Cw3, Cw7), RCC-8 (HLA 
25 A2, A10-25, B18, B13, Cw8, Cw6) derivant de la tumeur primaire des patients 2, 3, 
4, 5, 6, 7 et 8, respectivement, ont ete maintenues dans du milieu RCC complet. 

Generation de CTL a partir de TIL du patient 1 

Des TIL autologues ont ete generes a partir d'une suspension decongelee de cellules 
30 tumorales dissociees. Une culture mixte autologue de lymphocytes/cellules tumorales 
(MLTC) a ete realisee comme suit : Au jour 1, des cellules tumorales dissociees ont 
ete ensemencees a raison de 2 x 10 6 TIL dans des plaques a fond plat a 6 puits 
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(Falcon, Becton Dickinson, New Jersey) dans du RPMI 1640 (Gibco-BRL, Paisley, 
GB) contenant 1 % de L-glutamine 200 mM, 1 % de pyruvate de sodium 200 mM, 8 
% de serum AB humain (Institut Jacques Boy, S.A., Reims, France), 50 Ul/ml de 
penicilline, supplements avec 5 % de facteur de croissance de cellules T (TCGF) et 
5 50 Ul/ml d'interleukine-2 humaine (rIL-2) (Roussel Uclaf, Romainville, France), 
appele ci-apres "milieu complet MLTC". Le milieu complet MLTC a ete retire tous 
les trois jours selon les besoins, et on I'a remplace par du milieu MLTC complet 
frais. Aux jours 7, 15, 21, 2 x 10 6 TIL ont ete re-stimulees avec 2 x 10 5 cellules 
tumorales autologues irradiees (100 Gray) ensemencees dans des plaques a fond plat 

10 a 6 puits avec du milieu complet MLTC. Au jour 15, l'activite cytotoxique des TIL a 
ete testees contre les lignees cellulaires RCC-1 et K562 autologues, le phenotype de 
surface par immunofluorescence directe a ete caracterise et les cellules ont ete 
clonees par la technique des dilutions limites. Les TIL ont ete ensemences a raison de 
0,6 a 600 cellules/puits dans des plaques a 96 micropuits en forme de V (Nunc, 

15 Danemark), ensemencees au prealable avec des cellules tumorales autologues 
irradiees (1 x 10 4 /puits) servant de stimulateurs et des PBL allogeniques irradies (8 x 
10 4 /puits) et des cellules B transformers par EBV irradiees (2 x 10 4 /puits), servant de 
cellules nourricieres, dans un volume total de 200 jil de milieu complet MLTC. Tous 
les 3 jours, 60 |al de surnageant a ete retire dans chaque puits, et remplace par 60 jal 

20 de milieu frais. La cytotoxicity des clones a ete determinee dans un essai de relargage 
du chrome standard de 4 h. Tous les 7-10 jours, des clones de CTL ont ete re- 
stimules avec la lignee de cellules nourricieres allogeniques et la lignee de cellules 
tumorales autologues, comme decrit ci-dessus. 

25 Essai de cytotoxicity 

L'activite cytolytique des CTL a ete determinee dans un essai de relargage du 51 Cr 
standard comme decrit anterieurement (22). Des cellules cibles ont ete marquees 
(lignees de cellules RCC, K562) pendant 1 h avec 50 \iC\ a 100 jiCi de 5I Cr (Du 
Pont, NEN, Boston, MA) a 37°C, et 2 x 10 3 cellules ont ete ensemencees dans des 

30 plaques a 96 micropuits dans 100 \x\ de RPMI supplement^ avec 5 % de FCS. Des 
cellules effectrices ont ete rajoutees dans les puits, a differents rapports E:T allant de 
40:1 a 0,1:1. Pour I'inhibition de la lyse par des mAb, des cellules cibles ont ete pre- 
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incubees pendant 2 h en presence d'une concentration saturante de mAb avant 
addition des cellules effectrices. Les plaques a 96 micropuits ont ete incubees a 37°C 
pendant 4 h et la liberation de 51 Cr a ete determinee dans les surnageants recueillis. 
Pour le blocage de la cytotoxicity ou la production de TNF, les mAb suivants ont ete 
5 utilisees : W6/32, un mAb pan-MHC de classe I, et Bl.23.2 (ME1), un mAb 
specifique de HLA-B/C. 

Transfection de cellules COS-7 et criblage de produits de transfection 

Des experiences de transfection ont ete realisees avec des cellules COS-7 en utilisant 
10 la methode au DEAE-dextrane-chloroquine (5, 7, 23). Trois jours avant la 
transfection, des cellules COS-7 ont ete ensemencees dans des plaques a fond plat a 
96 micropuits, a raison de 5 x 10 3 cellules/puits, dans 150 \xl de RPMI contenant 20 
% de FCS. Les experiences de transfection ont ete effectuees en double dans deux 
plaques de micropuits differentes. Pour la transfection, le milieu a ete jete puis 
remplace par 30 nl de melange de transfection contenant 35 ng de DEAE-dextrane 
(Sigma), 0,1 mM de chloroquine (Sigma), avec 100 ng d'ADN plasmidique 
representant un groupe d'environ 200 clones recombines provenant de la bibliotheque 
d'ADNc et 100 ng du plasmide HLA-B*0702 autologue. Les cellules COS-7 ont ete 
incubees pendant 4 h a 37°C, puis le milieu a ete retire et les cellules ont ete incubees 
pendant 2 minutes dans un tampon PBS lx contenant 10 % de solution de 
dimethylsulfoxyde. Les cellules ont ete lavees une fois dans du tampon PBS lx et on 
les a incubees avec du RPMI a 10 % de FCS pendant 2 jours. Au bout de 2 jours, 
1'aptitude des cellules COS-7 transferees a stimuler la production de TNF par le 
clone 3B8 a ete testee, comme determine par l'essai WEHI. 

L'aptitude des cellules COS-7 transferees a stimuler la production de TNF a ete 
testees (24). 2 x 10 3 CTL (clone 3B8) ont ete rajoutee a des plaques a fond plat a 96 
micropuits contenant des cellules COS-7 transferees de fa<?on transitoire dans 100 \xl 
de RPMI a 10 % de FCS. Apres 18 h, chaque surnageant a ete recueilli et sa teneur 
en TNF a ete determine en testant son effet cytotoxique sur des cellules de clone 13 
de WEHI- 164 (25) dans un dosage colorimetrique au bromure de 3-[4,5- 
dimethylthiozol]-2,5-diphenyl-tetrazolium (MTT). 
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Analyse de taille de CDR3 

L'analyse de taille de CDR3 de segments de gene TCRBV exprimes par le clone 3B8 
de CTL ou se trouvant dans le sang ou des fragments de tumeur a ete effectuee 
comme decrit precedemment (22). Le mode operatoire utilise pour l'analyse de taille 
5 de CDR3 comprend des amplifications RT-PCR independantes de fragments 
TCRBV-BC (26), suivies d'un ecoulement des produits PCR utilisant des amorces 
nidifiees fluorescentes TCRBC ou TCRBJ (27) et d'une determination de taille de 
produits d'ecoulement fluorescents par electrophorese sur un sequenceur d'ADN 
automatise ABI 373 (Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA) utilisant le logiciel 
Immunoscope (28). Comme les positions damorce 5' et 3' sont fixes, des variations 
de taille des produits d'ecoulement sont dues uniquement a des differences de 
longueur des regions CDR3. Chaque pic est caracterise par sa position (taille de 
CDR3) et une intensite de fluorescence (unites de fluorescence arbitraires ou FU). 
Les graphiques representant des motifs de taille de CDR3 ont ete etalonnes a 100 % 
pour les pics les plus hauts. Dans du sang provenant de donneurs sains, la plupart des 
profils refletant une diversite de tailles de CDR3 dans une sous-famiile Vp donnee 
affichaient 5 a 8 pics a intervalles de 3 nucleotides, avec une distribution presque 
gaussienne (21). Les pics dominants ont ete definis comme etant des signaux de forte 
intensite, avec une diminution considerable dans les autres signaux de CDR3. 

Construction de la bibliotheque d'ADNc 

L'ARN poly(A)+ a ete extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-1 en utilisant une 
trousse Maxi Message Marker® (R&D systems Abingdon, GB) en suivant les 
instructions du fabricant. L'ADNc du premier brin a ete synthetise avec le systeme 
Superscript Choice System® (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) en utilisant une 
amorce oligo-dT contenant un site Not I a son extremite 5', puis I'ADNc du deuxieme 
brin a ete synthetise. Les ADNc ont ete ligatures en leur extremite franche avec des 
adaptateurs semi-Bst XI (InVitrogen), puis digeree avec Not I et fractionnes par 
chromatographic sur colonnes de Sephacryl S-500 HR. Des fractions d'ADNc ont ete 
sous-clonees dans les sites Bst XI et Not I du vecteur depression pcDNAI. Les 
plasmides recombines ont ete soumis a une electrophorese dans E. coli MC1061/P3 
et les bacteries ont ete selectionnees sur des plaques de gelose LB avec 50 Mg/ml 
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d'ampicilline et 10 ng/ml de tetracycline. Dans les experiences de criblage, la 
bibliotheque d'ADNc de RCC-1 a ete divisee en 400 groupes de 200 clones d'ADNc. 
Chaque groupe de bacteries a ete amplifie et l'ADN plasmidique a ete extrait en 
utilisant la methode de lyse alcaline (29). 

5 

Isolation de PADNc de iCE pleine longueur et d'ADNc de iCE mutes par 
mutation ponctuelle ou tronques. 

L'ARN total a ete extrait a partir d'une lignee de cellules RCC par le mode operatoire 

de centrifiigation a 1'isothiocyanate de guanidine/chlorure de cesium (30). Une 
10 transcription inverse a ete effectuee sur 5 ^g d'ARN total dans un volume reactionnel 

de 20 |il en utilisant la trousse cDNA Cycle® en suivant les instructions du fabricant. 

1 |al du melange reactionnel d'ADNc a ete utilise dans une reaction PCR utilisant de 

1'ADN polymerase de Taq (Perkin Elmer). Pour l'amplification d'ADNc de iCE 

humaine (31), les amorces suivantes ont ete utilisees : 
15 - Amorce PI, 5 f -CCCAAGCTTGGTGAATAGCAGCGTGTCCGC-3' (nucleotides 

28 a 48, sens, SEQ ID N°4). 

- Amorce P2, 5'-TGCTCTAGAAGGGAGCTACAGCTCTGTGTG-3' (nucleotides 
1666 a 1687, antisens, SEQ ID N°5). 

20 Les conditions pour la PCR sont les suivantes : 10 min a 95°C suivies de 30 cycles 
^amplification (94°C pendant 1 min, 60°C pendant 2 min, 72°C pendant 3 min avec 
une extension finale pendant 10 min a 72°C). 

Le produit PCR ainsi obtenu est ensuite digere par Hind III et Xba I et est sous-clone 
25 dans les sites Hind III et Xba I du vecteur depression pcDNAI pour le sequenfage. 
La sequence publiee de l'ADN c de iCE porte le numero d'acces Y09616. Des 
mutants de iCE ont ete obtenus par mutagenese dirigee en codant la mutation 
ponctuelle souhaitee dans des amorces oligonucleotidiques en chevauchement et en 
generant les mutants par PCR (32). Le sequen?age des produits PCR a ete realise 
30 avec une trousse de sequenfage d'ADN ABI PRISM (PE Applied Biosystems). 

Analyse par immunotransfcrt Northern (Northern blot) 
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L'ARN total a ete extrait a partir de diverses tumeurs primaires en utilisant une 
technique de centrifugation a 1'isothiocyanate de guanidinium/chlorure de cesium 
(30). L'ARN poly(A+) a ete prepare comme decrit ci-dessus a partir de lignees de 
cellules RCC et de lignees de cellules renales non transformees. 5 ^ig d'ARN 
5 poly(A)+ ou 10 |ig d'ARN total ont ete soumis a une electrophorese dans un gel de 
formaldehyde a 1,2 % d'agarose et on les a transferes sur des membranes en nylon 
Hybond-N+ (Amersham, GB). L'ARN transfere a ete hybride a la fois avec un 
fragment d'ADNc 2C2 correspondant aux nucleotides 1033 a 2009 de la sequence 
d'ADNc de iCE humaine publiee (31) et avec un ADNc de glyceraldehyde-3- 
10 phosphate dehydrogenase (GAPDH) servant de sondes. Toutes les sondes ont ete 
marquees avec de l'alpha[32P]dCTP (3000 Ci mmol-1) en utilisant la trousse de 
marquage d'amorce aleatoire Prime-IT™ II (Stratagene, La Jolla, CA). L'hybridation 
a ete effectuee a 48°C pendant 16 heures. 

15 Les membranes ont ete lavees deux fois avec 2 x SSC a 52°C, une fois pendant 15 
minutes avec 0,2 SSC/0,1 % SDS, et ensuite on les a autoradiographies ou 
analysees avec un dispositif Phosphor-Imager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, 
Californie, USA). 

20 Exetnple 2 : Un clone de CTL snecifiques de RCC a ete isole a pa rtir des TIL 

Des TIL provenant du patient 1 ont ete stimulees avec des cellules tumorales 
autologues irradiees en presence d'une faible dose de IL-2 et de TCGF (22). Apres 15 
jours de MLTC, une activite cytolytique specifique contre les cellules tumorales 

25 autologues (31 % de lyse a un rapport E:T de 40/1) a ete detectee et des TIL ont ete 
clones par la technique des dilutions limites en presence de cellules tumorales 
autologues, de cellules B transformees par EBV, de PBL allogeniques, avec addition 
de IL-2 et de TCGF. Un clone TCRo/p + CF8", appele 3B8, a ete isole. II lyse la 
lignee de cellules RCC autologues mais pas les cellules cibles K562 sensibles a la 

30 NK. La cytotoxicity du clone 3B8 contre la lignee cellulaire RCC-1 autologue avec 
du mAb W6/32 a ete bloquee (Figure 1A). Dans les essais tant de cytotoxicity 
(Figure IB) que de production de TNF, toutes les lignees de cellules RCC HLA-B7* 
allogeniques (RCC-2, RCC-4, RCC-5 sur la Figure IB) et aucune des lignees de 
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cellules RCC HLA-B7- (RCC-7, RCC-6, RCC-7, RCC-8) sont reconnues par 3B8. 
Par consequent, l'antigene reconnu par 3B8 est presente par la molecule HLA-B7 et 
s'avere etre couramment exprime dans les lignees de cellules RCC. Les 6 molecules 
HLA de classe I ont ete isolees a partir de RCC-1 par RT-PCR (33), clonees dans 
5 pcDNAI et ont ete sequencees. La sequence nucleotidiques de 1'ADNc de HLA-B7 
autologue a permis d'identifier l'allele implique comme etant HLA-B*0702. Une 
transfection de cet allele HLA dans deux lignees de cellules RCC allogeniques HLA- 
B7" s'avere suffisante pour induire une reconnaissance (secretion de TNF) par le 
clone 3B8 de CTL, confirmant le fait que ce clone a conduit a P identification d'un 
1 0 antigene partage qui est exprime par toutes les RCC. 

Exemple 3 : Expansion clonale in situ d'une sous-population de TIL avec des 
longueurs similaires de CDR3 TCRVB-BC et TCRVB-BJ que le clone 3B8 de 
CTL specifiques de RCC 

15 

Pour le clone 3B8, un signal a ete obtenu avec une seule des 24 amorces de sous- 
famille Vp (TCRVB5) et une seule des 13 amorces TCRBJ (TCRBJ1S2) testees. 
L'analyse de distribution de taille de CDR3 a montre que le clonotype TCRBV5J1S2 
de 3B8 est dominant dans la tumeur (comme indique par les amorces TCRBV5-BC 

20 sur la Figure 2A et par les amorces TCRBV5-BJ12 pour une analyse plus affinee sur 
la Figure 2B), tandis qu f un tel clonotype n'etait pas trouve dans les PBMC (une 
distribution de longueur de CDR3 pratiquement gaussienne avec les amorces 
TCRBV-BC, voir Figure 2A). Ce resultat suggere fortement que le clone 3B8 est 
entre en expansion specifiquement sur le site de la tumeur, comme montre 

25 anterieurement par un sequenfage d'ADNc dans plusieurs cas (14, 34-36). 

Exemnle 4 : Identification d'un ADNc codant pour Pantigene 

Une bibliotheque d'ADNc a ete construite dans le vecteur d'expression pcDNAI 
30 provenant d'ARN extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-1. Cette bibliotheque 
d'ADNc a ete divisee en 400 groupes de 200 plasmides recombines, et chaque groupe 
a ete co-transfecte en double dans des cellules COS-7 avec le vecteur d'expression 
pcDNAI contenant l'ADNc codant pour le HLA-B*0702 autologue. L'aptitude des 
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cellules COS-7 a stimuler la production de TNF par 3B8 a ete testee. Au bout de 48 
heures, les cellules COS-7 co-transfectees ont ete incubees pendant 24 heures avec 
3B8 et mesure la concentration de TNF a ete mesuree dans les surnageants de culture 
par son effet cytotoxique sur des cellules WEHL Les quantites de TNF trouvees dans 
5 les surnageants vont de 8 a 11 pg/ml sauf pour deux paires de doublons plus 
importants (14 et 15 pg/ml). Pour chaque groupe de bacteries correspondant a ces 
puits candidats, 1'ADN plasmidique a ete extrait et sous-clone. Un deuxieme criblage 
en transfectant des cellules COS-7 avec 50 groupes de 50 plasmides recombines 
extraits a partir de doublons positifs a ete realise. Finalement, un troisieme criblage 
10 dans des cellules COS-7 a conduits a isolation de 2 clones d'ADNc identiques 
(clones d'ADNc 2C2 et 3G7) qui transferent l'expression de 1'antigene dans des 
cellules COS-7 HLA-B7 + . Les resultats obtenus avec ces clones d'ADNc sont 
presentes sur la Figure 3 A. 

15 La sequence d'ADNc 2C2 a une longueur de 1250 nt et une homologie de 100 % sur 
les nt 763 a 2009 (les nt etant numerates a partir du codon non-sens) d'un ADNc 
recemment identifie, codant pour une carboxyle esterase intestinale putative (31). 
Pour identifier l'ADNc de iCE de pleine longueur correspondant a la sequence 
publiee, une RT-PCR a ete effectuee en partant d'ARN total extrait a partir d'une 

20 lignee de cellules RCC et le produit PCR de 1 ,6 kb correspondant a ete sous-clone 
dans le vecteur pcDNAI, puis sequence. La sequence de nucleotides est identique a la 
sequence publiee de iCE. Des experiences de co-transfection dans des cellules COS- 
7 ont montre que l'ADNc de iCE de pleine longueur est capable de conferer une 
reconnaissance par 3B8. 

25 

Exemnle 5 : Identification du peptide antigenique 

Afin de delimiter la region nucleotidique minimale codant pour le peptide 
antigenique, on a obtenu divers ADNc tronques, correspondant a la region codante 
30 de iCE, a partir du clone 2C2 d'ADNc (Figure 4). On a transfecte dans des cellules 
COS-7 ces fragments d'ADNc sous-clones dans le vecteur d'expression pcDNAI, 
conjointement avec le pcDNAI contenant TADNc de HLA-B*0702 autologue. Une 
region codante nucleotidique minimale est situee entre les nucleotides 763 et 1033. 
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Pour reduire la sequence nucleotidique codant pour l'antigene, plusieurs ADNc 
tronques ont ete obtenus par amplification PCR. Ces ADNc tronques ont ete co- 
transfectes avec 1'allele HLA-B*0702 dans des cellules COS-7. Les cellules COS-7 
transfectees avec un fragment allant des nucleotides 763 a 855 sont reconnues par le 
5 3B8 de CTL mais pas celles transfectees par un fragment allant des nucleotides 763 a 
834 (Figure 4), indiquant que la region codante peptidique etait situee entre les 
nucleotides 763 et 855. Apres examen de la sequence d'acides amines 
correspondante, tous les nonameres et decameres possibles ont ete synthetises et leur 
aptitude a rendre des cellules B transformees par EBV autologues sensibles a une 
10 lyse par 3B8 a ete evaluee. Aucun d'entre eux ne s'est avere etre positif a 10" 4 ou 10* 5 
M. 

Finalement, une ORF alternative a ete trouvee (une phase ouverte de lecture 
traductionnelle +1 conduisant a une ORF de 453 nt) avec trois ATG sur les positions 
15 nt 476, 479 et 803, qui code un nonamere (SPRWWPTCL) dans la region minimale 
des nt 763-855. Cette sequence nonamere comprend des residus d'ancrage de HLA- 
B7 sur les positions 2, 3 et 9. Une lyse semi-maximale de cellules B transformees par 
EBV etait obtenue avec moins de 10" 6 M de ce nonapeptide (Figure 5). 

20 Exemole 6 : Fixation du peptide de iCE a HLA-B7 

Des antigenes peptidiques de fixation a HLA-A2 regulent vers le haut l'expression de 
molecules HLA-A2 sur des cellules T2 (37). De fa9on similaire, des cellules T2 
transfectees par HLA-B*0702 (38) ont ete utilisees pour analyser la capacite de 
fixation et la stabilite du peptide de iCE (Figure 6). La fixation du peptide de iCE est 
25 stable dans le temps a 50 mM pendant au moins 4 h, contrairement au temoin, le 
peptide HSP70 a restriction HLA-A2 (14). 

Exemole 7 : Distribution tissulaire d'ARNm de iCE 

30 Pour determiner la determination tissulaire de messagers de iCE, un Master blot™ 
d'ARN humain (Clontech, Palo Alto, USA), constitue d'une membrane en nylon sur 
laquelle des ARN poly(A)+ provenant de 50 tissus humains ont ete immobilises en 
taches separees, a ete hybrides avec l'ADNc marque au 32 P du clone 2C2, servant de 
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sonde. L'ARNm de iCE a ete detecte dans le foie, le rein, l'intestin grele, le colon et 
le cceur, et il etait faiblement exprime dans I'hypophyse, la surrenale, la prostate et 
I'estomac. Aucun signal n'a ete trouve dans les tissus foetaux, dans la moelle osseuse, 
dans les leucocytes peripheriques, dans le poumon et dans le cerveau. Pour identifier 
5 les especes d'ARNm, un Northern blot a ete prepare avec de l'ARN poly(A)+ 
provenant de diverses lignees de cellules RCC et lignees de cellules renales non 
transformees (Figure 7A), ainsi qu'avec de l'ARN total extrait a partir de diverses 
tumeurs primaires, a savoir des tumeurs renales, un melanome, une tumeur de la 
vessie, un neuroblastome, une tumeur du colon (Figure 7B). Le blot d'ARN a ete 

10 hybride avec une sonde d'ADNc correspondant aux nucleotides 1033-2009 de la 
sequence de 2C2. Comme le montre la Figure 7 A, deux especes d'ARNm (4,5 kb, 3,5 
kb) anterieurement decrites par Schwer et al. (31), ont ete detectees dans des lignees 
de cellules de carcinome RCC ainsi que dans des cellules renales non transformees. 
Dans les tumeurs primaires renales, un produit de transcription d'ARNm unique (3,5 

15 kb) est detectable, tandis qu'aucun produit de transcription de iCE n'a ete detecte 
dans des tumeurs primaires d'histotypes differents (Figure 7B). Bien qu'un produit de 
transcription additionnel de 2,2 kb ait ete indique (31) dans l'intestin grele et le foie, 
aucun tel produit de transcription n'a ete detecte dans les diverses lignees cellulaires 
ou tumeurs primaires testees. Ainsi, la proteine de iCE est codee dans les tumeurs 

20 RCC a partir d'une espece d'ARNm unique exprime de fa?on predominate (3,5 kb). 

Exemole 8 : Un codon non-AUG crvotiaue initie une phas e ouverte de lecture 
alternative 

25 Un codon de terminaison a d'abord ete introduit en position 807 de 1'ADNc de iCE de 
pleine longueur (Figure 8A) juste avant la sequence codante nonamere pour 
confirmer que le peptide reconnu dans les essais de cytotoxicity est code par la 
sequence correspondante dans des essais de transfection de COS-7. Cette mutation 
ponctuelle (mutant A) abolit la reconnaissance de 3B8 de CTL apres co-transfection 

30 avec HLA-B*0702 dans des cellules COS (8B). Le site d'initiation de traduction 
AUG naturel a ete mute en position 3 et ce mutant ponctuel (mutant B) s'avere etre 
encore reconnu (Figure 8), indiquant que ni la sequence en acide amine de iCE 
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naturelle ni une sequence chimere resultant d'un decalage de phase traductionnel 
programme (c'est-a-dire d'un glissement dans iCE du ribosome d'un codon vers 
1'avant) et d'un recodage de la sequence en aval (39, 40) ne code le peptide reconnu. 

5 En plus du decalage de phase ribosomal (41), un mecanisme de balayage ribosomal 
qui initie la traduction au niveau d'un ATG en aval s'est avere conduire a la 
production de phases de lecture alternatives reconnues par des cellules T (42). Des 
mutations ponctuelles sur 1'ADNc de iCE de pleine longueur ont ete introduces au 
niveau de chacun des trois sites ATG trouves dans la ORF +1 en amont du peptide 

10 nonamere (mutant C pour les positions 476 et 479 et mutant D en position 803) pour 
tester si les hy brides pcDNAI de iCE mutes correspondants etaient toujours capables 
de conferer une reconnaissance par 3B8 de CTL dans des essais de liberation de TNF 
quand ils etaient co-transfectes avec HLA-B*0702 dans des cellules COS. Comme le 
montre la Figure 8B, aucune de ces mutations n'abolit la reconnaissance par 3B8 de 

15 CTL. Ces resultats demontrent qu'un codon non-AUG cryptique est utilise dans 
l'ADNc de iCE en tant que site d'initiation de traduction alternatif. 

Pour delimiter la region nucleotidique minimale codant pour ce codon non-ATG 
cryptique, des codons de terminaisons devant interrompre la ORF +1 ont ete 

20 introduits en differentes positions en amont du peptide antigenique (entre les 
positions 428 et 809), avec des mutations ponctuelles sur les positions 466 (mutant 
E), 519, 666 et 786 de i'ADNc de iCE de pleine longueur (Figure 8A). Ces quatre 
mutants abolissent tous la reconnaissance de 3B8 de CTL apres co-transfection (voir 
sur la Figure 8B le resultat du mutant E pour la position 446). Une region 

25 nucleotidique minimale a ensuite ete localisee entre les nt 428 et 466. Des codons 
non-ATG possibles ont ensuite ete recherches (CTG, ACG) dans cette sequence 
courte, et un codon ACG en position 440 a ete trouve. Une mutation de ce codon en 
ACT (mutant F) abolit la reconnaissance de 3B8 de CTL (Figure 8B). Ainsi, le 
premier codon non-AUG dans la ORF +1 a ete utilise pour inkier le processus de 

30 traduction. 
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REVENDICATIONS 

1 . Compose peptidique caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'au moins 8 
acides amines consecutifs de la sequence SEQ ID N°l, et ce qu'il entraine une 

5 reponse T specifique. 

2. Compose peptidique selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence SPRWWPTCL 
(SEQ ID N°2). 

10 

3. Compose peptidique selon Tune des revendications 1 et 2 caracterise en ce qu'il 
comporte au moins un element different des acides amines naturels. 

4. Procede d' identification de composes peptidiques comprenant une sequence 
15 ayant au moins 80% d'identite avec une sequence d' environ 9 a 10 acides amines 

consecutifs de la sequence SEQ ID N°l caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 
20 b) determination de l'immunogenicite des fragments peptidiques obtenus a l'etape 
a), de preference en effectuant un test Elispot. 

5. Compose peptidique susceptible d'etre obtenu a partir d'un procede selon la 
revendication 4. 

25 

6. Procede de mise en evidence de mutations ou d'alterations ponctuelles 
artificielles susceptibles d'augmenter l'immunogenicite des composes 
peptidiques selon Tune des revendications 1 a 3 et 5 caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

30 a) Determination de fragments possedant une sequence d'environ 9 a 10 acides 
amines comportant un motif d'ancrage pour une molecule HLA donnee, 
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b) introduction d'une mutation ou d'une alteration (par exemple une modification 
post traductionnelle) ponctuelle supplemental au niveau des residus 4, 5, 6, 7 
ou 8, 

c) determination de l'immunogenicite des fragments peptidiques obtenus a l'etape 
5 b), de preference en effectuant un test Elispot. 

7. Compose peptidique susceptible d'etre obtenu a partir d'un procede selon la 
revendication 6 caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'environ 9 a 10 
acides amines de la sequence SEQ ID N°l presentant au moins une mutation ou 

10 une alteration par rapport a la sequence SEQ ID N°l, et ce qu'il entraine une 

reponse T specifique. 

8. Compose peptidique selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il derive de la 
sequence SPRWWPTCL (SEQ ID N°2). 

9. Fragment d'ADN codant au moins pour un fragment peptidique de Tune des 
revendications 1 a 3, 5, 7 et 8. 



15 



10. Fragment d'ADN selon la revendication 9 caracterise en qu'il comprend une 
20 sequence ayant au moins 50% d'identite avec une sequence d'au moins 24 

nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°3. 



11. Vecteur d'expression d'un fragment peptidique selon Tune des 1 a 3, 5, 7 et 8 
contenant un fragment d'ADN de la revendication 10 fusionne a un promoteur 

25 efficace dans les cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en 

particulier dans les cellules humaines. 

12. Vecteur d'expression selon la revendication 11 comprenant en outre un ou 
plusieurs marqueur(s) de selection et eventuellement une ou plusieurs 
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sequence(s) codante(s) pour des facteurs d' activation des defenses immunitaires, 
tels que des cytokines et/ou des lymphokines. 

13. Vecteur selon Tune des revendications 1 1 et 12 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
5 vecteur viral, d'un plasmide, ou d'un pseudo-vecteur. 

14. Cellules dendritiques chargees en composes peptidiques selon Tune des 
revendications 1 a 3, 5, 7 et 8. 

10 15. Cellules dendritiques transformers par le vecteur d'expression selon Tune des 
revendications 11 a 13. 

16. Cellules dendritiques selon Tune des revendications 14 et 15 caracterisees en ce 
qu'elles font parties des macrophages. 

15 

17. Composition pharmaceutique comprenant un compose peptidique ou un melange 
de composes peptidiques selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 8 et un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

20 18. Composition pharmaceutique comprenant un vecteur d'expression selon Tune 
des revendications 1 1 a 13 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

19. Composition pharmaceutique comprenant notamment un fragment d'ADN selon 
la revendication 9 ou 10 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

25 

20. Composition pharmaceutique comprenant les cellules selon Tune des 
revendications 14 a 16 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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21. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 17 a 20 caracterisee 
en ce qu'il comporte en outre un ou plusieurs adjuvents immunologiques, 
notamment des agents cytotoxiques des tumeurs. 

5 22. Composition pharmaceutique selon Pune des revendications 17 a 21 caracterisee 
en qu'il comporte un vehicule pharmaceutique compatible avec une 
administration IV, subcutanee, orale, ou nasale. 

23. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 17 a 22 caracterisee 
10 en ce qu'il comporte un vehicule pharmaceutique selectionne parmi les 

liposomes, les nano-particules, ou les emulsions lipidiques, charges positivement 
ou negativement. 

24. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
15 8 pour la fabrication d'un medicament. 

25. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer. 

20 26. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour la fabrication d'un medicament destine a une immunisation ex vivo, 
consistant notamment a induire in vitro des CTL specifiques de tumeurs, les 
expandre et les reinjectes, ladite induction pouvant etre effectuee a Taide de 
cellules dendritiques chargees. 

25 

27. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour la fabrication d'un medicament destine a une immunisation in vivo. 

28. Utilisation d'un compose peptidique selon Tune des revendications I a 3, 5, 7 et 
30 8 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du cancer, en 
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particulier des tumeurs solides, notamment des carcinomes, des melanomes, des 
neuroblastomes, de preference des hepatocarcinomes et des adenocarcinomes du 
colon ou du rein. 

5 29. Utilisation d'un compose peptidique selon l'une des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour augmenter en milieu de culture la population des CTL des tumeurs et/ou 
induire la secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par exemple 
IL-2, IFN-y et TNF. 

30. Utilisation d'un compose peptidique selon l'une des revendications 1 a 3, 5, 7 et 
8 pour la fabrication d'un medicament destine a stimuler les defenses 
immunitaires, en particulier pour augmenter la population des CTL des tumeurs 
et/ou induire la secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par 
exemple IL-2, IFN-y et TNF. 

31. Procede de production d'un anticorps reconnaissant un compose peptidique selon 
Tune des revendications 1 a 3, 5, 7 et 8 comprenant les etapes consistant a : 

a) immuniser un mammifere avec ledit compose peptidique, 

b) isoler un anticorps monoclonal qui se lie audit peptide dans un essai 
immunologique. 

32. Anticorps monoclonal susceptible d'etre obtenu a partir du procede selon la 
revendication 3 1 . 

33. Procede de detection d'un peptide ou polypeptide code par TORF+1 de iCE, 
comprenant les etapes consistant a : 

a) mettre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un anticorps 
monoclonal selon la revendication 32, 

b) permettre la formation du complexe anticorps-peptide ou polypeptide, 
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c) detecter ledit peptide ou polypeptide au moyen d'un marqueur detectable dans le 
complexe ou qui se lie au complexe. 

34. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la revendication 
5 32 pour la detection du cancer. 

35. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon la revendication 
32 pour le prognostique du cancer declare chez un individu. 

10 36. Composition pharmaceutique comprenant notamment un anticorps monoclonal 
selon la revendication 32 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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Thr Gly Ala Thr Trp Thr Lys Trp Leu His Tyr Ala Gly Ser Ser Arg 
50 55 60 

lie Ser Pro Thr Leu Glu Ala Thr Leu Thr Val Ser Pro Phe Leu Ala 
65 70 75 80 

Ser Leu Arg Val Ala Arg Val Cys Leu Arg Leu Leu Cys Pro Pro Tyr 
8 5 90 95 

Pro Lys Asp Ser Ser Thr Glu Pro Ser Trp Arg Val Ala Trp Pro Ser 
100 105 110 

Cys Pro Ala Ser Leu Pro Ala Gin Leu Met Ser Ser Pro Arg Trp Trp 
115 120 125 

Pro Thr Cys Leu Pro Val Thr Lys Leu Thr Leu Arg Pro Trp Trp Ala 
130 135 140 

Ala Cys Gly Ala Arg Val Lys Arg Arg Phe Leu Gin Leu Thr Ser Leu 
145 150 155 160 



Ser Arg 
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<210> 2 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Fragment peptidique provenant de la SEQ ID n° 1 
entrainant une reponse T specifique 

<400> 2 

Ser Pro Arg Trp Trp Pro Thr Cys Leu 
1 5 



<210> 3 

<211> 521 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> Phase ouverte de lecture alternative et decalee 
(+1) de iCE 



<400> 3 

acggtggtgc 

tggagaacgt 

ctggagacaa 

gggtccagca 

agtctgcggg 

tccacggagc 

ctgatgtcat 

ccctggtggg 

tcaagatgat 



gcttgttttt 
ggtggtggtc 
gcacgcaacc 
gaatatcgcc 
tggcacgagt 
catcatggag 
ctccacggtg 
ctgcctgcgg 
ccccggagtg 



ggcatggctt 
atcatccagt 
ggcaactggg 
cactttggag 
gtgtcttcgc 
agtggcgtgg 
gtggccaacc 
ggcaagagta 
gtggatgggg 



ccttgtatga 
accgcctggg 
gctacctgga 
gcaaccctga 
ttgttgtgtc 
ccctcctgcc 
tgtctgcctg 
aagaggagat 
tcttcctgcc 



tggttccatg 
tgtcctgggc 
ccaagtggct 
ccgtgtcacc 
ccccatatcc 
cggcctcatt 
tgaccaagtt 
tcttgcaatt 
c 



ctggctgcct 
ttcttcagca 
gcactacgct 
atttttggcg 
caaggactct 
gccagctcag 
gactctgagg 
aacaagcctt 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

521 



<210> 4 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Amorce PI 



<220> 

<223> Sens 



<400> 4 

cccaagcttg gtgaatagca gcgtgtccgc 30 

<210> 5 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> Amorce P2 



<220> 

<223> Antisens 
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tgctctagaa gggagctaca gctctgtgtg 30 
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